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ABSTRAKT 
Tato bakalářská práce se zabývá návrhem modelové membrány na bázi lecitinu, cholesterolu 
a POPG. Shrnuje mechanismy tvorby, faktory ovlivňující tvorbu a metody charakterizace 
buněčné membrány. 
Zaměřuje se na tvorbu liposomů o různém obsahu těchto komponent jako prekurzorů pro 
tvorbu modelové membrány a jejich charakterizaci. Malé unilamelární liposomy byly 
připravovány odpařením na tenké vrstvě, následnou rehydratací fosfátovým pufrem a 
sonikací. Byla zjišťována velikost a stabilita (ζ-potenciál) vzniklých liposomů pomocí 
dynamického rozptylu světla. U poměru komponent vykazujícího nejvyšší stabilitu byla 
ověřena tvorba dvouvrstvy na hydrofilizovaném krycím sklíčku metodou vezikulární fúze. 
Vzniklá dvouvrstva byla charakterizována metodou Z-scan fluorescenční korelační 
spektroskopie. 
 
ABSTRACT 
The bachelor thesis presents a cellular membrane design based on lecithin, cholesterol and 
POPG basis. It summarizes formation mechanisms, optimization techniques and 
characterization methods of model cellular membranes. 
It focuses on preparation of liposomes with various lipid compositions as precursors for 
model membranes preparation and characterization. Small unilamellar liposomes were formed 
by thin layer evaporation, thin layer rehydration in phosphate buffer and sonication. Size and 
stability (ζ-potential) of formed liposomes were measured using dynamic light scattering. 
Successful supported lipid bilayer formation on glass surface by vesicular fusion was tested 
using the most stable lipid composition. SLB was characterized by Z-scan fluorescence 
correlation spectroscopy. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Dynamický rozptyl světla, DLS, liposomy, lecitin, POPG, cholesterol, supported lipid 
bilayers, FCS 
 
KEYWORDS 
Dynamic light scattering, DLS, liposomes, lecithin, POPG, cholesterol, supported lipid 
bilayers, FCS 
4 
 
VARGOVÁ, A. Charakterizace liposomů jako prekurzorů pro přípravu modelů buněčné 
membrány pomocí rozptylových technik. Brno: Vysoké učení technické v Brně, Fakulta 
chemická, 2015. 47s. Vedoucí bakalářské práce Ing. Filip Mravec, Ph.D.. 
 
 
 
 
 
 
 
PROHLÁŠENÍ 
 Prohlašuji, že jsem bakalářskou práci vypracovala samostatně a že všechny použité literární 
zdroje jsem správně a úplně citovala. Diplomová práce je z hlediska obsahu majetkem 
Fakulty chemické VUT v Brně a může být využita ke komerčním účelům jen se souhlasem 
vedoucího diplomové práce a děkana FCH VUT. 
 
 
............................................ 
podpis studenta 
 
 
 
 
 
 
 Poděkování 
Ráda bych poděkovala Ing. Filipovi 
Mravcovi, Ph.D. za odborné vedení mé 
bakalářské práce, moudré rady a trpělivost. 
Dále Bc. Zuzaně Červenkové za pomoc 
s experimentální částí a měřením FCS. V 
neposlední řadě děkuji své rodině a bližním 
za veškerou podporu. 
 
5 
 
1 Úvod ................................................................................................................................... 6 
2 Teoretická část .................................................................................................................... 8 
2.1 Buněčná membrána ..................................................................................................... 8 
2.2 Lipidy......................................................................................................................... 10 
2.2.1 Cholesterol ......................................................................................................... 10 
2.2.2 Fosfolipidy ......................................................................................................... 10 
2.2.2.1 Lecitin ......................................................................................................... 11 
2.2.2.2 POPG .......................................................................................................... 11 
2.3 Fosfolipidové dvouvrstvy na pevném podkladu (Supported lipid bilayers).............. 11 
2.3.1 Úvod ................................................................................................................... 11 
2.3.2 Metody přípravy dvojvrstev ............................................................................... 12 
2.3.3 Zobrazování dvojvrstev ...................................................................................... 13 
2.3.4 Techniky optimalizace vezikulární fúze ............................................................ 14 
2.3.4.1 Vliv teploty ................................................................................................. 15 
2.3.4.2 Vliv pH ........................................................................................................ 15 
2.3.4.3 Vliv iontové síly a typu iontu ...................................................................... 16 
2.3.4.4 Vliv osmotického tlaku ............................................................................... 16 
2.4 Liposomy ................................................................................................................... 16 
2.4.1 Agregace amfifilních molekul ............................................................................ 17 
2.4.2 Klasifikace .......................................................................................................... 18 
2.4.3 Metody přípravy liposomů ................................................................................. 18 
2.4.3.1 Multilamelární liposomy ............................................................................. 18 
2.4.3.2 Malé a velké unilamelární liposomy ........................................................... 19 
2.4.4 Redukce lamelarity ............................................................................................. 20 
2.4.4.1 Sonikace ...................................................................................................... 20 
2.4.4.2 French press buněčná extruze ..................................................................... 20 
2.4.4.3 Homogenizace ............................................................................................. 20 
2.4.4.4 Membránová extruze .................................................................................. 20 
2.5 Dynamický rozptyl světla .......................................................................................... 20 
2.5.1 Měření dynamického rozptylu světla ................................................................. 21 
2.5.2 Měření zeta potenciálu ....................................................................................... 23 
2.6 Fluorescenční spektroskopie ...................................................................................... 24 
2.6.1 Fluorescenční korelační spektroskopie (FCS) .................................................... 26 
6 
 
2.6.2 Z-scan FCS ......................................................................................................... 26 
3 Experimentální část .......................................................................................................... 27 
3.1 Použité chemikálie ..................................................................................................... 27 
3.2 Přístroje a pomůcky ................................................................................................... 28 
3.3 Metody ....................................................................................................................... 28 
3.3.1 Příprava zásobních roztoků lipidů a pufru ......................................................... 28 
3.3.2 Příprava liposomů pro měření DLS ................................................................... 28 
3.3.3 Příprava liposomů pro fluorescenční měření ..................................................... 29 
3.3.4 Stanovení velikosti a stability částic .................................................................. 29 
3.3.5 Ověření tvorby membrány pomocí Z-scan FCS ................................................ 29 
4 Výsledky a diskuze ........................................................................................................... 30 
4.1 Měření zeta potenciálu ............................................................................................... 31 
4.2 Měření velikosti částic ............................................................................................... 33 
4.3 Polydisperzita ............................................................................................................ 36 
4.3.1 Ověření tvorby dvouvrstvy ................................................................................. 36 
5 Závěr ................................................................................................................................. 40 
6 Literatura .......................................................................................................................... 42 
7 Seznam použitých zkratek ................................................................................................ 47 
 
7 
 
1 ÚVOD 
Buňka je základním stavebním prvkem všech živých organismů a jako taková je předmětem 
velkého zájmu. Buněčná membrána, která ji obklopuje, neslouží pouze k oddělování vnitřního 
obsahu buňky od vnějšího prostředí, udávání tvaru a poskytování ochrany, ale navíc obsahuje 
velké množství aparátů, které buňka využívá ke komunikaci s okolním prostředím 
a pro transport skrze ni samotnou. Je proto přirozené, že se vědci snaží studovat povrchovou 
chemii buněčné membrány. Její přístupnost mnoha povrch-charakterizujícím analytickým 
metodám umožňuje zkoumat procesy, jakými jsou buněčná signalizace, receptorové 
interakce, enzymové reakce na povrchu a napadení patogeny. 
 Živá buňka je ovšem velice složitý a všestranný systém a proto se vývoj zaměřil na tvorbu 
jednodušších modelů biologických membrán na bázi fosfolipidů. Nenáročnou a dobře 
dostupnou metodou je tvorba fosfolipidových dvouvrstev na substrátu z oxidu křemičitého, 
která tento model zpřístupňuje charakterizaci pomocí fluorescenční korelační spektroskopie. 
 Depozice dvouvrstvy na podklad je zajištěna vezikulární fúzí útvarů zvaných liposomy, což 
jsou mikroskopické sférické membránové struktury obsahující vodné jádro obklopené jednou 
nebo více fosfolipidovými dvouvrstvými (buňka by mohla být považována za velice složitý 
liposom).  
 Tato práce se proto zaměří na vytvoření liposomů na bázi lecitinu, cholesterolu a POPG 
jako prekurzorů pro tvorbu modelových membrán a jejich následnou charakterizaci pomocí na 
tyto systémy široce používané metody dynamického rozptylu světla. Jejím cílem je 
optimalizace složení membrány obsahující tyto konkrétní prvky a v dalším kroku ověření 
tvorby membrány o vybraném složení na substrátu z oxidu křemičitého pomocí fluorescenční 
korelační spektroskopie. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Buněčná membrána 
Buňka je základním stavebním kamenem všech živých organismů. Všechny živé buňky 
a mnoho malých intracelulárních organel (mitochondrie, plastidy, apod.) jsou ohraničeny 
tenkými membránami. Tyto membrány jsou pro život krajně důležité, jelikož oddělují vnitřní 
obsah buňky od vnějšího prostředí, udávají buňce jistý tvar a poskytují ochranu. Zároveň však 
buňky potřebují se svým okolím interagovat – musí získávat kyslík a živiny, udržovat 
osmotický tlak a zbavovat se metabolitů. Toto konstantní prostředí uvnitř buňky je zajištěno 
polopropustností plazmatické membrány, která selektivně kontroluje, co může a nemůže 
vstoupit do buňky nebo ji opustit [1]. 
 Molekuly rozpustné v lipidech mohou do určité velikosti projít membránou přímo skrze 
dvouvrstvu. Některé pomocí difúze, která nevyžaduje žádný dodatečný přísun a je spontánním 
pohybem molekul ve směru koncentračního spádu (z oblasti vyšší koncentrace do oblasti 
koncentrace nižší). Difúze je ovlivňována rozsahem koncentračního gradientu a teplotou 
okolního prostředí. Molekuly, jako je kyslík, které difundují přes plazmatickou membránu, 
nevyžadují přítomnost proteinového přenašeče. 
 Zprostředkovaná difúze molekul také nevyžaduje dodání energie a je to forma transportu 
potřebná pro velké molekuly, jako glukózu, které nemohou snadno difundovat 
přes membránu. 
 Osmóza je difúzí vody. Přestože přechod vody přes membránu nevyžaduje dodání energie, 
jsou k němu zapotřebí speciální proteiny umístěné v plazmatické membráně. Těmto 
proteinům se říká aquaporiny a kontrolují množství vody proudící z a do buňky 
a tím i osmotický tlak v buňce zajišťují. 
 Aktivní transport na rozdíl od dříve zmíněných způsobů vyžaduje dodání energie v podobě 
ATP. Je to pohyb molekul proti koncentračnímu spádu (z oblasti nižší koncentrace do oblasti 
koncentrace vyšší). Takto musejí být transportovány například nabité ionty. Některé 
transportní pumpy zdvojují transport přes membránu, jako například sodno-draselná pumpa, 
která přenáší draselné ionty do buňky a sodné ionty ven. Těmito pumpami jsou právě proteiny 
[1, 2]. 
 
 V plazmatické membráně většiny buněk se nacházejí tři hlavní typy proteinů. 
Transmembránové proteiny jsou amfifilní a prochází celou membránou – jsou zakotveny 
skrze celou dvouvrstvu a umožňují průchod nepolárních molekul mezi vnitřním a vnějším 
prostředím. Buňka má schopnost přísně kontrolovat co přes membránu pustí úpravou exprese 
genů kódujících transmembránové proteiny. Například, pokud má buňka nedostatek glukózy, 
zapnou se geny kódující transport glukózy. Jimi nově přepsané proteiny se přemístí na místa 
v membráně, kde mohou usnadnit zvýšený příjem glukózy. 
 Integrální proteiny se nalézají na vnitřní straně dvouvrstvy a jsou k ní pevně připojeny. 
Odděleny od membrány mohou být pouze za použití detergentů. 
 Periferní proteiny se naopak nalézají pouze na vnější straně dvouvrstvy. Přiléhají 
k membráně pouze dočasně připojením k integrálním proteinům nebo proniknutím 
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do vrchních vrstev membrány. Molekuly navázané na povrchu buňky identifikují specifické 
buňky a usnadňují interakce s látkami ve vnějším prostředí. 
 V membránách buněk se vyskytují i další proteiny, které nejsou tak běžné, ale stále jsou 
velice důležité pro fungování buňky. Proteiny pro mezibuněčnou komunikaci, receptory a 
rozpoznávací proteiny [2]. 
 
 
Obrázek 1:Model biologické membrány [3] 
 Buněčná membrána je z více jak padesáti procent tvořena fosfolipidy. Jako iontové amfifily 
fosfolipidy ve vodě agregují – dovolujíce hydrofilním hlavičkám tvořit vodíkové vazby 
s molekulami vody zatímco hydrofobní konce mohou eliminovat většinu jejich kontaktu s ní. 
Protože se řetězec fosfolipidu skládá ze dvou acylových řetězců a díky kombinovanému 
náboji v jejich hlavičce je upřednostňována tvorba dvouvrstvých struktur před micelami. 
 Podle Singerova a Nicolsonova modelu fluidní mozaiky (1972, Singer and Nicolson,  
The fluid-mosaic model of membrane structure), se molekuly fosfolipidu mohou pohybovat 
v rámci jedné strany membrány, a tím tvořit jakousi dvojdimenzionální tekutinu, ale značná 
energetická bariéra jim brání migrovat na druhou stranu membrány. Tato tekutost umožňuje 
ohebnost membrány, a tím jí napomáhá podrobit se teplotním změnám. 
 Když se membránové proteiny jednou zařadí na své místo, jsou zasazeny do membrány 
s absolutní asymetrií a zůstávají kineticky vázané na její příslušné straně po zbytek své 
existence – nemění už svoji orientaci mezi oběma vrstvami membrány. Novější výzkumy 
však ukázaly, že membránové lipidy kromě bočního pohybu (laterální difuze) vykazují v řadě 
membrán poměrně rychlý příčný pohyb (překlápění neboli takzvaný  
flip-flop). Příčná nesouměrnost naznačuje, že obě vrstvy membrány nemají stejné složení. 
Stejně tak důkazy o laterální nesouměrnosti biologických membrán ukazují přítomnost oblastí 
s odlišnou kompozicí a funkcí (velkých, na něco specializovaných regionů). Tyto asymetrie 
představují významné pozměnění Singerova a Nicolsonova modelu fluidní mozaiky, 
tak jak ho původně navrhovali. 
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 Spolu s fosfolipidy obsahují membrány i mnoho dalších komponent. Například cholesterol, 
který napříč svému malému obsahu hraje důležitou roli v zachovávání integrity membrány 
(bez cholesterolu by se membrány staly příliš tekutými v teplém prostředí nebo naopak 
nedostatečně tekutými ve studeném prostředí) a zároveň se podílí na mezibuněčné signalizaci. 
Glykolipidy nacházející se výhradně ve vnější membráně s uhlovodíkovou částí vystavenou 
buněčnému povrchu. Antigeny, které slouží jako rozpoznávací molekuly, majíce hlavní roli 
v imunitním systému a nepřeberné množství proteinů [3]. 
2.2 Lipidy 
 Lipidy jsou velkou a rozmanitou skupinou přirozeně se vyskytujících organických 
sloučenin, které spojuje jejich dobrá rozpustnost v nepolárních organických rozpouštědlech 
a relativní nerozpustnost ve vodě. Dají se rozdělit na jednoduché (acylglyceroly, vosky), 
složené (fosfolipidy, sfingolipidy, glykolipidy) a isoprenoidy (terpenoidy, steroidy). 
 Mají stavební, zásobní a ochrannou funkci. Tvoří buněčné membrány, obaly nervových 
vláken, jsou důležitým zdrojem energie. Chrání vnitřní orgány před mechanickým 
poškozením a organizmy před ztrátou tělesné teploty. V lidském těle usnadňují vstřebávání 
důležitých vitamínů a podílejí se na tvorbě některých hormonů [1]. 
2.2.1 Cholesterol 
Cholesterol patří mezi steroly. Jelikož je nepostradatelnou strukturní jednotkou živočišných 
membrán, je tento lipid biosyntetizovaný všemi živočišnými buňkami. Určitou část však 
přijímáme i v potravě. Je potřeba k zachování celistvosti a fluidity membrány. Dále také 
slouží jako prekurzor pro biosyntézu steroidních hormonů, žlučových kyselin a vitaminu D 
[2, 4]. François Poulletier de la Salle cholesterol poprvé objevil ve žluči a žlučových 
kamenech v roce 1769. Nicméně až v roce 1815 tuto sloučeninu chemik Michel Eugène 
Chevreul pojmenoval "cholesterin" [5]. 
2.2.2 Fosfolipidy 
 Fosfolipidy jsou hlavní složkou buněčných membrán – tvoří více než 50 % membrány. 
Fosfolipidy jsou estery nebo amidy glycerolu nebo sfingosinu s mastnými kyselinami 
a kyselinou fosforečnou. Fosfátová část fosfatidové kyseliny je dále esterifikovaná 
etanolaminem, cholinem nebo serinem v samotný fosfolipid. 
 Fosfolipidy obecně dělíme na glycerolfosfolipidy a sfingomyeliny (obsahují jako alkohol 
sfingosin) [3]. 
 Hydrofobní doména je obvykle tvořena dvěma uhlovodíkovými řetězci o zhruba deseti 
uhlících, které mohou být nasycené i nenasycené. Mastná kyselina v poloze 2 ve fosfolipidu 
obvykle obsahuje dvojnou vazbu v konformaci cis, což způsobí zahnutí jinak přímého 
lineárního řetězce mastné kyseliny. Interakce mezi řetězci mastných kyselin je tím poněkud 
zeslabena a membrána se stává tekutější. Naopak fosfolipidy obsahující delší (>C20) 
nasycené řetězce mastných kyselin mají tendenci tvořit ostrůvky, kde je membrána silnější 
a soudržnější (lipidové ostrůvky, lipid rafts). V těchto místech je usnadněna vazba některých 
transmembránových proteinů a glykolipidů [2]. 
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2.2.2.1 Lecitin 
 Lecitin je historicky používaný triviální název pro fosfatidylcholin, a ačkoli 
fosfatidylcholin bývá hlavní složkou lecitinu, lecitin je surový lipidový extrakt z rostlinných 
pletiv nebo živočišných tkání, který obsahuje množství složek. Součástí molekuly lecitinů je 
glycerol, aktivovaná kyselina fosforečná a cholin. Lecitiny mají poměrně komplikovanou 
strukturu a liší se v zastoupení mastných kyselin. 
 Jsou složkou vnější buněčné membrány živočichů a rostlin s významnou rolí v poskytování 
opory, udržování permeability a buněčné signalizaci. Využití je mnohostranné, od produkce 
potravin a krmiv, přes farmacii a lékařství, kosmetické přípravky až po nepotravinářské 
obory. 
 Hojně se nachází ve vaječných žloutcích a buňkách semen rostlin. Nejčastěji je získáván ze 
sójových bobů [3]. 
2.2.2.2 POPG 
 POPG, systematickým názvem 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol je 
fosfolipid vyskytující se v membránách některých aerobních bakterií např. Escherichia coli 
[6]. 
2.3 Fosfolipidové dvouvrstvy na pevném podkladu (Supported lipid bilayers) 
2.3.1 Úvod 
Fosfolipidové membrány jsou všestranné struktury pro napodobování biologických membrán. 
Skládají se převážně z fosfolipidů a proteinů a typicky se popisují jako fosfolipidové 
dvouvrstvy. Aby bylo možné studovat tyto složité systémy, musel značně postoupit vývoj 
tvorby mechanicky, chemicky a termodynamicky stabilních lipidových membrán. 
Nejrozšířenější systémy, které se k tomuto účelu využívají, zahrnují lipidové monovrstvy, 
lipidové vezikuly a lipidové dvouvrstvy na pevném podkladu (supported lipid bilayers – 
SLB). Každý z těchto systémů má určité přednosti, ale SLB jsou obzvláště cenné díky snadné 
přípravě a lipidovému uspořádání. 
 Hydrofilní hlavička jedné lipidové vrstvy směřuje k substrátu, od kterého je oddělena 
tenkou hydratační vrstvou a hydrofobní acylové řetězce interagují s acylovými řetězci druhé 
vrstvy jejíž hydrofilní hlavička směřuje do roztoku rozpouštědla a je přístupná interakcím 
s analyty (proteiny, buňky, nanočástice, atd.) [7]. 
 
 Modelová membrána na pevném podkladu je stabilizována a připoutána k povrchu 
substrátu, a přesto si zachovává laterální lipidovou difúzi přírodní membrány. Modelové 
membrány, které obsahují jeden nebo dva zwitterionické lipidy a jsou utvořeny na  substrátu 
z oxidu křemičitého, představují základní kámen výzkumu buněčných modelových systémů 
[8]. Tyto jednoduché dvouvrstvy byly sice neuvěřitelně úspěšné v napodobování základní 
struktury a dynamiky plasmatické membrány, ale zároveň se jim nedaří zachytit vysoce 
komplikované lipidové prostředí, které častokrát rozhoduje o původních biologických 
funkcích. Tak například v jednoduché červené krvince je okolo 100 druhů lipidů 
a ve většině plasmatických membrán je jich více jak 600 [8, 9]. Když vezmeme v úvahu tuto 
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značnou rozmanitost, dvouvrstvy s pouze jedním nebo dvěma lipidovými druhy mohou být 
v pokusech o tvorbu přesného modelu původní buněčné membrány nedostatečné. 
 Při pokusech o zvýšení složitosti dvojvrstev přidáním cholesterolu nebo nabitých lipidů 
můžeme neúmyslně předejít úspěšné tvorbě dvouvrstvy. Cholesterol je často opomíjenou 
součástí membránových modelů, protože může zabránit vezikulární fúzi a tím následně tvorbě 
membrány zvýšením rigidity vezikulů. Je ovšem nezbytnou složkou plazmatických membrán, 
s obsahem mezi 12 a 50% celkové lipidové skladby [9]. V přírodních plazmatických 
membránách cholesterol zajišťuje strukturální oporu, protože kondenzuje acylové řetězce 
nenasycených lipidů v tekuté fázi a ztekuťuje nasycené lipidy, které by jinak tvořily pevnou 
gelovitou fázi. 
 
 Jsou důkazy potvrzující příčnou i laterální asymetrii membrán. Příčná asymetrie naznačuje, 
že obě půlky dvouvrstvy nemají stejné složení. Laterální asymetrie naznačuje přítomnost 
velkých specializovaných oblastí nebo domén [2]. 
 Volná laterální difúze lipidů a na ně vázaných proteinů na makroskopické vzdálenosti po 
povrchu dvouvrstvy je významným faktorem umožňujícím tvorbu modelových membrán 
na substrátech z oxidů křemíku. 
 Dvouvrstva je od substrátu oddělena tenkou (∼10 Å) vrstvou vody, která zachovává fluiditu 
a strukturu dvouvrstvy [10, 11]. Lipidy a na ně vázané proteiny v modelu volně laterálně 
difundují. Transmembránové proteiny jsou většinou imobilizované, pravděpodobně kvůli 
přisednutí na substrát, ale stále si zachovávají svoji funkci. 
 Modely biologických membrán se podařilo vytvořit na široké paletě polymerních substrátů 
ve víře, že se podaří dosáhnout větší kontroly nad mobilitou transmembránových proteinů 
[12, 13]. Ačkoli je to nadějný směr ubírání, práce s modely na polymerních substrátech je 
výrazně složitější.  
 Nezávazně na metodě složení, interakce mezi dvouvrstvou a substrátem jako je oxid 
křemičitý a některé polymery jsou založeny na elektrostatické a hydratační síle, z nichž obě 
mohou být odpudivé a van der Waalsovy síly, které jsou striktně přitažlivé. Tato kombinace 
sil vytváří energetické minimum potřebné k pevnému připoutání dvouvrstvy blízko povrchu 
substrátu. Kovalentní spojování dvouvrstvy s pevným substrátem bylo také použito jako 
přídavného mechanizmu pro ustanovení adheze [14, 15]. Fluidita takto spojených dvojvrstev 
by se mohla ukázat problémová. Modelové membrány utvořené na pevném podkladu jsou 
nejlépe charakterizované a nejvíce používané při studiu mezibuněčných interakcí. 
2.3.2 Metody přípravy dvojvrstev 
 Bylo vyvinuto mnoho metod pro tvorbu SLB mezi něž patří Langmuir–Blodgettova a 
Langmuir–Schäferova depozice, které dosáhneme přenesením orientované lipidové vrstvy z 
rozhraní vzduch-voda na pevný podklad. Substrát, na kterém vrstvu tvoříme, je potom znovu 
protažen rozhraním, aby se finální SLB složila vrstvu po vrstvě [16]. 
 Roztírání dvouvrstvy z lipidového reservoáru – nově představená metoda, která počívá 
v kompletaci proteinů a lipidů na substrát přímo z roztoku detergentu [16, 17], spin coating 
[18], microcontact printing , lipido-tenzidové micely [19], zřícení bubliny [20], a vezikulární 
fúze [7, 21]. 
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 Z výše uvedených metod přípravy fosfolipidových dvojvrstev, je vezikulární fúze 
nejjednodušší, nejvšestrannější a nejšíře dostupná jelikož k vytvoření kvalitních modelů 
buněčné membrány nevyžaduje žádná sofistikovaná zařízení. Výše uvedené přednosti 
povyšují vezikulární fúzi do přední role ve vývoji komplexních, vícesložkových dvojvrstev, 
které přesněji napodobují buněčné membrány, a proto při ověření tvorby dvouvrstvy 
využijeme právě ji. 
 Při procesu tvorby SLB vezikulární fúzí se unilamelární vezikuly adsorbují na povrch 
substrátu, kde prasknou a nakonec splynou, aby vytvořily samotnou spojitou fosfolipidovou 
dvouvrstvu na pevném substrátu. 
 Fúze proteoliposomálních vezikulú se skleněným povrchem pro tvorbu planárních 
membrán byla původně představena Brianem and McConnellem (1984). V jejich práci byl  
H-2Kk protein rehydratován ve vezikuly z vaječného lecitinu a cholesterolu pomocí 
oddialyzování detergentu, a ty byly potom použity na vytvoření planární membrány 
na skleněném podkladu. 
 V návaznosti na jejich práci Chan et al. (1991) demonstrovali, 
že glykanfosfatidylinositolové (GPI) receptory zapuštěné v membráně se mohou volně 
pohybovat v rámci laterální roviny membrány vytvořené proteoliposomální fúzí, kterážto 
mobilita zvyšuje adhezi buňky k membráně. 
 
 Úspěšná tvorba SLB vezikulární fúzí velmi záleží na lipidových složkách použitých 
liposomů. Při pokusech o zvýšení složitosti SLB (například zapojením cholesterolu, nabitých 
lipidů nebo takového složení lipidů, které napomáhá fázové separaci) by se úspěšného 
vytvoření dvouvrstvy nemuselo dosáhnout [22]. Navzdory těmto potížím při tvorbě 
komplexních modelových systémů, má několik přístupů k vezikulární fúzi schopnost tvorby 
SLB s mnoha různými typy lipidů a vysokým obsahem cholesterolu na velké škále substrátů.
 Vezikulární fúze je typicky zabezpečena povrchovou adhezní energií mezi vezikuly 
a substrátem. Tradičně se jako substrát používá hydrofilizované sklo. Křemičitanové substráty 
se používají, protože poskytují potřebnou rovnováhu mezi adhezí, repulzí a hydratačními 
silami, které mají za následek prasknutí vezikulu a napomáhají vytvoření vodné vrstvy mezi 
substrátem a modelovou membránou. Tato hydratační vrstva dovoluje modelu napodobovat 
laterální fluiditu přírodních membrán. 
 S rozvojem aplikací ovšem přichází i potřeba využití dalších materiálů než jenom oxidů 
křemíku jako povrchů pro tvorbu SLB. Díky tomu už byly použity materiály jako chrom, 
zlato, oxid titaničitý a oxid hlinitý. V mnoha případech vykazují tyto povrchy interakce 
s vezikuly, které brání vezikulární fúzi, a proto musí být použity speciální techniky, které jsou 
často specifické pro daný povrch a nedají se použít univerzálně [7]. 
2.3.3 Zobrazování dvojvrstev 
Rovinná geometrie a imobilizace na substrátu umožňují užití mnoha kvantitativních 
metod charakterizujících povrch, které mohou poskytnout jedinečné poznatky o funkci 
membrán. Paleta technik pořizujících obrazy systémů modelových membrán s vysokým 
rozlišením a vysokou informační hodnotou se rozšiřuje. 
 Konvenční epifluorescenční mikroskopie je široce využívána jako základní metoda, která 
mimo jiné poskytuje informace o molekulární difúzi z pozorování obnovení fluorescence po 
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fotovybělování (FRAP). Když jsou všechny fluorescenční molekuly stísněné na dvouvrstvě, 
konfokální mikroskopie nepřináší žádné zvláštní výhody, ale i tak může být použita. 
Rastrovací sondová mikroskopie se stává stále více používanou na systémy modelových 
membrán a doplňuje optické zobrazování tím, že zvětšuje rozsah rozlišení až na úroveň 
nanometrů [23]. 
 Když je potřeba kvantifikovat molekuly v buňkách nebo vezikulech interagujících 
s membránou, je mnoho možností jak získat potřebné 3D informace. Širokoúhlé 
epifluorescenční osvětlování s dekonvolucí [24], konfokální zobrazování, absolutní vnitřní 
odraz (TIRF), odrazová interference (IR) [25, 26], fluorescenční interference, a vnitrobuněčný 
Försterův rezonanční přenos energie (FRET) [27] byli všechny použity. 
 Každá z těchto technik nabízí rozdílné možnosti, které se mohou shodovat s požadavky 
experimentu. Například FRET se široce používal v biologických studiích k určení 
intermolekulárních vzdáleností s přesností na Angsträmy. Pozorování jedné molekuly 
může být provedeno v TIRF konfiguraci. Nízkofrekvenční prchavá vlna (~100 nm) poblíž 
rozhraní značně redukuje fluorescenci pozadí a umožňuje tak rozlišit jednotlivé molekuly 
v dotykové oblasti [28]. Odrazová a fluorescenční interferenční mikroskopie mohou 
poskytnout topografické informace v blízkosti dvouvrstvy s nanometrovou přesností. V 
případě interference odrazu, světelné vlny odražené od vnitřního povrchu substrátu a od 
vzorku interferují. Toto umožňuje určit výšku povrchu buňky nad podložkou a bylo 
použito k studování modelového systému sestávajícího z modelové membrány interagující 
s velkým vezikulem [26] bez potřeby značení. Fluorescenční interference dosahuje 
shodného (nebo lepšího) rozlišení a má výhodu specifických fluorescenčních značek k 
izolování konkrétních struktur. Tato technika byla použita k pozorování spontánně se 
formujících topografických struktur zahrnujících dvě interagující dvouvrstvy [26, 27]. Pro 
nás nejvhodnější technikou se zdá být Z-scan FCS, která byla vyvinuta specificky pro 
charakterizaci planárních struktur a eliminuje nepřesnosti způsobené umístěním vzorku 
v konfokálním objemu [27, 29]. 
2.3.4 Techniky optimalizace vezikulární fúze 
Přestože je tvorba SLB vezikulární fúzí spolehlivou a jednoduchou technikou pro mnoho 
různých složení vezikulů, je to stále komplexní, dynamický a vysoce citlivý proces. 
 Úspěšná tvorba SLB vezikulární fúzí velmi závisí na typu substrátu a lipidovém složení 
vezikulů, kde náboj, polarita, velikost hlavičky, délka acylového řetězce a stupeň 
nenasycenosti lipidů v konečném důsledku přispívají k usnadnění vezikulární fúze 
a následné tvorbě SLB. Experimentální podmínky, ve kterých se uskuteční vezikulární 
fúze, můžou být často optimalizovány, aby se dosáhlo tvorby SLB pro celou řadu různých 
skladeb vezikulů. Podmínky, které jsou často upravovány, zahrnují velikost vezikulů, 
koncentraci vezikulů, teplotu, pH, vystavení pufrům o různých iontových silách, typ 
materiálu substrátu a chemickou úpravu povrchu. Běžně je pozorováno, že experimentální 
podmínky, které jsou vhodné pro jednu sestavu vezikulů, nemusí fungovat pro jinou 
sestavu. Nicméně, existuje několik proměnných, které jsou důležitější než ostatní, jelikož 
můžou být úspěšně uplatněny na celou řadu skladeb vezikulů, aby podpořily vezikulární 
fúzi. Jsou to teplota, pH pufru, iontová síla pufru, typ iontů a osmotický tlak [7]. 
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2.3.4.1 Vliv teploty 
Kritická hodnota pokrytí povrchu vezikuly, která je nutná pro tvorbu SLB se ukázala být 
závislá na teplotě a naznačuje, že prasknutí vezikulů by mohl být teplotně aktivovaný proces. 
 Souvislé dvouvrstvy se nejlépe vytváří za teplot přesahujících teplotu fázového přechodu 
acylových řetězců použitých fosfolipidů. Například přírodní lipidový extrakt (vaječný 
fosfatidylcholin) je díky velkému procentu nenasycených uhlovodíků poměrně tekutý při 
pokojové teplotě, kdežto z lipidů, jako je například dimyristoylphosphatidylcholine (DPPC) 
se dvouvrstva vytvoří až při teplotě nad 41°C (jeho teplota fázového přechodu mezi 
tekutinou a gelem). Nicméně, místní změny v dvouvrstvě během fázových změn mohou 
zanechat některé oblasti podkladového substrátu odkryté [16]. Zde nám přichází vhod 
fluidita membrán jejímž důsledkem je samozacelovací sklon membrán, 
který minimalizuje defekty (včetně rýh) v čistých systémech. 
 
 Přítomnost cholesterolu a sfingolipidů společně s lipidovými strukturami, může také 
vést k vezikulární fúzi. Využití zvýšené teploty k přípravě SLB skrze vezikulární fúzi je 
jedna z nejčastěji používaných technik. Nicméně, v závislosti na skladbě vezikulů, může 
být pouhé zvýšení teploty nedostatečné k dosažení vezikulární fúze. Navíc tato technika 
není vhodná při použití teplotně citlivý membránový složek, jako jsou například integrální 
membránové proteiny [7]. 
2.3.4.2 Vliv pH 
Počáteční interakce mezi vezikulem a podložkou jsou často omezujícím faktorem 
při určování, zda bude tvorba SLB úspěšná. Zda jsou tyto interakce dostačující k tvorbě SLB 
závisí převážně na elektrostatických silách mezi lipidovými vezikuly a povrchem substrátu.
 Obecně se dá říct, že čím větší bude elektrostatická přitažlivá síla mezi vezikulem 
a podložkou tím snazší bude dosáhnutí vezikulární fúze. Pokud nelze přitažlivých 
elektrostatických sil dosáhnout, měla by být alespoň snaha redukovat odpudivé elektrostatické 
síly na minimum. To potom umožní van der Waalsovým, stérickým a hydratačním silám, 
aby řídily interakce s podložkou, což může být dostačující k dosažení tvorby dvouvrstvy.
 Elektrostatické síly hrají důležitou roli ve vytváření modelových buněčných membrán, 
protože většina původních buněčných membrán obsahuje negativně nabité lipidy a SLB jsou 
nejčastěji tvořeny na negativně nabitých slídových nebo křemenných podložkách. Efektivní 
technika pro úpravu elektrostatických interakcí mezi vezikulem a podložkou je přizpůsobení 
pH pufru (při zachování iontové síly). pH pufru ovlivňuje náboj lipidů působením na stupeň 
ionizace, který se projevuje na pKa lipidů. pKa je převážně určeno acidobazickými 
interakcemi lipidové hlavičky. 
 pH pufru může také ovlivnit ionizaci hydroxylových skupin oxidů, které se běžně používají 
jako substráty pro tvorbu modelových membrán (například oxid křemičitý nebo titaničitý). Při 
určitém pH, známém jako bod nulového náboje (PZC) je povrchový náboj přibližně nulový. 
Při pH nad PZC je povrch obvykle negativně nabitý a při pH nižším než odpovídá PZC je 
obvykle pozitivně nabitý. Tudíž použití pH stejné hodnoty nebo pod hodnotou PZC může 
snížit odpudivé síly mezi vezikulem a podložkou a zlepšit adsorpci vezikul na povrch a s tím i 
následnou tvorbu SLB u záporně nabitých vezikulů [7]. 
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2.3.4.3 Vliv iontové síly a typu iontu 
Těsně spojený s nábojem povrchu je jeho potenciál, který musí být vzat v úvahu, 
když se vyhodnocují interakce při vezikulární fúzi. Povrchový potenciál lipidů lze nejlépe 
aproximovat ζ potenciálem, který popisuje náboj v místě, kde se dotýká Sternova a difúzní 
vrstva. Iontová síla pufru hraje velkou roli při určování ζ potenciálu a je pravděpodobně 
hlavním důvodem, proč se zwitterionické vezikuly nedokáží adsorbovat a provést fúzi 
v deionizované vodě. 
 Přítomnost bivalentních iontů může také ovlivnit tvorbu SLB, obzvláště u vezikulů 
obsahujících nabité hlavičky nebo nabité peptidy. Bivalentní kationty stabilizují povrchové 
interakce mezi negativně nabitou lipidovou hlavičkou a negativně nabitým substrátem skrze 
přemostění náboje. 
 Při používání úpravy pH a iontové sily k podpoře vezikulární fúze je důležité si uvědomit, 
že jakmile byla SLB vytvořena, pufr může být vyměněn za takový, který lépe napodobuje 
fyziologické prostředí. Touto záměnou není nepříznivě ovlivněna ani přilnavost ani stabilita 
dvouvrsty, tudíž provádění vezikulární fúze při nízkém pH a silném působení iontových sil s 
následnou výměnou pufru představuje praktickou techniku k dosažení vezikulární fúze [7]. 
2.3.4.4 Vliv osmotického tlaku 
Zvyšování napětí na membráně je důležitým faktorem, který napomáhá prasknutí 
adsorbovaných vezikulů. Je pravděpodobné, že aktivační energie proti prasknutí vezikulu je 
nižší pro vezikuly pod vysokým napětím. Spolu s používáním vezikulů s malým průměrem 
(okolo 50 a 100 nm, což může být kontrolováno membránovou extruzí), může být 
membránové napětí zvýšeno také vytvořením gradientu v iontové síle napříč membránou. 
Výsledná neshoda osmotických tlaků způsobí osmotické napětí, které změní objem vezikulu 
a tím vytvoří membránové napětí potřebné k prasknutí vezikulu [7]. 
2.4 Liposomy 
Liposomy jsou částice, které vznikají spontánní agregací amfifilních molekul (nejčastěji 
fosfolipidů). Základní stavební strukturou těchto částic je, stejně jako u buněčných membrán 
fosfolipidová dvouvrstva [30]. 
 Studium liposomů započalo v 60. letech 20. století, kdy se Alec Bangham začal zajímat o 
vlastnosti vodných roztoků ultra-čistého lecitinu. Zjistil, že lecitin ve vodném prostředí 
vytváří částice připomínající buněčné struktury a napadlo ho tyto struktury použít jako model 
pro studium vlastností buněčných membrán. První publikace byla vydána v roce 1964, kde 
Bangham a Horne představili snímky multilamelárních fosfolipidových vezikul 
z elektronového mikroskopu [31]. 
 Nejprve byly tedy liposomy využívány pro studium biologických membrán a jako ideální 
nosičové systémy pro léčiva. Pro tuto aplikaci jsou vhodné díky jejich vysoké 
biokompatibilitě a schopnosti enkapsulovat široké spektrum hydrofilních a hydrofobních 
látek. Dnes jsou využívány v řadě vědních odvětví jako je: biofyzika, koloidika, biochemie 
a mnoho dalších. Kromě léčiv jsou také využívány v kosmetice a potravinářství [31]. 
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2.4.1 Agregace amfifilních molekul 
Amfifilní molekuly jsou složeny z polární části, která je hydrofilní a nepolární části, která je 
hydrofobní. Každá část molekuly tedy upřednostňuje jiné rozpouštědlo, a to je důvodem proč 
amfifily spontánně agregují a tvoří různé mikrostruktury, pokud je rozpouštědlo velmi 
nepolární nebo velmi polární (jako voda). 
 Ve vodném roztoku se nad určitou koncentrací monomery amfifilů začnou spontánně 
shlukovat, aby minimalizovaly nevýhodné interakce hydrofobních částí s vodou. Tato 
koncentrace je nazývána kritickou micelární koncentrací (CMC) a je definována jako 
koncentrace lipidů ve vodě, po jejímž překročení molekuly formují micely nebo dvouvrstvy 
raději, než aby zůstaly v roztoku ve formě monomerů. 
 Tvar vzniklé struktury závisí na tvaru molekuly, která se v něj shlukuje a může být 
vysvětlen takzvaným molekulárním sbalovacím parametrem. Tento geometrický parametr je 
popsán následující rovnicí [33, 34]: 
 
la
VP
⋅
= , 
(1) 
která bere v úvahu objem hydrofobní části V ( vnV ⋅= , kde v je objem, který zaujímá jeden 
alkylový řetězec a n je počet alkylových řetězců molekuly), l je maximální délka 
hydrofobního konce, a a je příčná plocha polární hlavičky lipidu. 
 Sbalovací parametr není pro konkrétní látky konstantní, ale závisí na podmínkách, jako jsou 
vlastnosti rozpouštědla, jeho teplota a iontová síla, které ovlivňují objem hydrofobní části a 
plochu hydrofilní hlavičky. 
 Výše uvedený vzorec může být aplikován nejen na čistý lipid, ale i na směs lipidů, kde je 
brán v úvahu i poměr lipidů ve směsi. 
 Tvar vzniklé struktury je přímo podmíněný sbalovacím parametrem molekuly. 
Z Obrázku 2 vidíme, že molekuly s P menším než jedna třetina mají tvar kužele a tvoří 
sférické micely. Molekuly s P větším než jedna třetina a zároveň menším než jedna polovina 
mají tvar komolého kužele a tvoří globulární micely. Při hodnotě P mezi jednou polovinou 
a jednou mají molekuly tvar válce a tvoří dvouvrstvé váčky, a při hodnotě blížící se jedné 
vznikají rovinné dvouvrstvy [35]. 
 
 
Obrázek 2: Tvar molekuly amfifilu a vznikající struktura dle hodnoty sbalovacího parametru 
[36] 
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 Ve vodném roztoku se lipidy seskupují ve dvouvrstvy, aby došlo ke snížení nepříznivých 
interakcí mezi uhlovodíkovými řetězci mastných kyselin a rozpouštědlem a bylo dosaženo 
stavu s co nejnižší energií a nejvyšší stabilitou. Hnací silou micelizace je přesun 
uhlovodíkových řetězců z vody do vnitřního nepolárního prostředí. Tento hydrofobní efekt je 
poměrně malý v porovnání s nárůstem entropie v okolním systému (vodných molekulách). 
Vodné molekuly jsou kolem uhlovodíkových řetězců vysoce organizované. Kritická micelární 
koncentrace se snižuje a délka alkylových řetězců vzrůstá, když jsou všechny uhlovodíkové 
řetězce schovány uvnitř micely. 
 CMC lecitinu a podobných amfifilů ve vodě se pohybuje v řádu 10−8 M. Při překročení 
ještě vyšší koncentrace lipidů nazývané kritická agregační koncentrace (CAC), dochází ke 
změně charakteru agregátů v roztoku [38]. 
2.4.2 Klasifikace 
Liposomy lze rozdělit podle lamelarity, velikosti, metody přípravy, náboje a přítomnosti 
funkčních skupin. 
 Nejčastěji se setkáváme s dělením podle lamelarity a velikosti na: malé unilamelární 
vezikuly (SUV) jejichž velikost se pohybuje v rozmezí 20-100 nm; částice ve velikostním 
rozmezí 100-1000 nm se označují jako velké unilamelární vezikuly (LUV) a vezikuly 
o velikosti nad 100 nm s více lipidovými dvouvrstvými oddělenými od sebe vodnou fází 
se nazývají multilamelární (MLV). 
 Podle náboje se liposomy dělí na neutrální, anionické, kationické a zwitterionické. 
 Podle metody přípravy na REV připravované metodou odpařování reverzní fáze, FPV 
metodou French press a EIV vstřikováním etheru nebo etanolu [39].  
2.4.3 Metody přípravy liposomů 
V posledních letech byla vyvinuta řada metodických postupů přípravy liposomů, přičemž 
jednotlivé metodiky se od sebe liší typem připravených liposomů a jejich enkapsulační 
účinností. Některé z těchto metod jsou popsány v této kapitole. 
2.4.3.1 Multilamelární liposomy 
Hydratace fosfolipidového film po odpařování na tenké vrstvě je pravděpodobně 
nejpoužívanější metodou. Multilamelární liposomy se totiž tvoří samovolně, pokud je 
k vysušenému lipidu přidán nadbytek vodného pufru. 
 Nejprve je nutné připravit homogenní směs lipidů v organickém rozpouštědle. Nejčastěji se 
používá chloroform nebo směs chloroformu a metanolu (metanol tvoří vodíkové vazby s 
polárními skupinami a měli bychom se tedy jeho přídavku vyhnout, pokud není nutný). 
 Jakmile jsou lipidy důkladně rozmíchány v organickém rozpouštědle, rozpouštědlo 
se odpařením odstraní a lipidy vytvoří tenký film [39]. Postup odstranění rozpouštědla se liší 
podle objemu. Pokud pracujeme s objemy menšími než 1 ml, rozpouštědlo můžeme odpařit 
pomocí suchého dusíku nebo argonu v digestoři. U větších objemů je možné použít vakuovou 
rotační odparku, kdy se tenký film lipidů vytvoří na stranách baňky s kulatým dnem. Lipidový 
film je nutné důkladně vysušit, aby se dosáhlo úplného odstranění organického rozpouštědla. 
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 Hydratační krok je prováděn nad teplotou fázového přechodu lipidu. Doba, po kterou je 
lipidový film hydratován, intenzita míchání a tloušťka lipidové vrstvy ovlivňují velikost 
a lamelaritu vzniklých liposomů [40]. 
 
 Odpařování reverzní fáze umožňuje přípravu liposomů s velkým vnitřním enkapsulačním 
prostorem. Je založena na přípravě emulze vody v oleji, kde je vodnou fází pufr a olejovou 
fází organické rozpouštědlo s rozpuštěnými lipidy. Organická fáze je následně při sníženém 
tlaku odpařena na rotační odparce a z emulze se tvořením převrácených micel stane viskózní 
gel. Při dalším odpařování se gel zhroutí a některé převrácené micely se naruší. Přebytek 
fosfolipidů v systému vede k vytvoření druhé vrstvy fosfolipidů okolo micel a tím k vytvoření 
liposomů [39]. 
 
 Při etanolovém vstřikování je roztok lipidů v etanolu rychle vstříknut do velkého přebytku 
pufru za vzniku MLV. Výsledkem je heterogenní směs liposomů v rozsahu velikostí 30-
110 nm. Liposomy jsou však v roztoku velmi zředěné a zásadním problémem je odstranění 
etanolu, který tvoří s vodou azeotrop a i jeho velmi malé množství může způsobit inaktivaci 
různých makromolekul [39]. 
 
 Princip detergentové metody spočívá v aplikaci roztoku detergentu o kritické micelární 
koncentraci, který umožní solubilizaci fosfolipidů s vodnou fází tvorbou směsných micel 
[40]. Následné odstranění detergentu vede ke splynutí micel bohatých na fosfolipidy a vzniku 
velkých unilamelárních liposomů [41]. Mezi nejčastěji používané detergenty patří cholát 
nebo deoxycholát a Triton X 100. Odstranění detergentu může být provedeno například 
dialýzou, gelovou chromatografií, ultrafiltrací za stálého objemu nebo adsorpcí na určitý 
nosič [39]. 
2.4.3.2 Malé a velké unilamelární liposomy 
 K přípravě malých unilamelárních liposomů je možné využít různých způsobů jejich 
zmražení a rozmražení, kdy jsou malé unilamelární váčky rychle zmraženy a následně pomalu 
rozmraženy. Metoda je však značně závislá na řadě podmínek a proces je inhibován 
vzrůstající koncentrací fosfolipidů a zvyšující se iontovou sílou roztoku [39]. 
 
 Vzhledem k tomu, že při přípravě liposomů často vzniká heterogenní směs MLV, SUV a 
LUV, lze využít i metody již zmíněné při přípravě multilamelárních vezikulů, jako odpaření 
reverzní fáze, etanolové/etherové vstřikování, dialýzu a další. Poté si můžeme vybrat jednu 
z metod redukce velikosti a lamelarity a převést MLV na SUV takto. 
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2.4.4 Redukce lamelarity 
Různými mechanicky dispergačními metodami lze redukovat lamelaritu vezikulů 
a z multilamelárních vytvořit vezikuly unilamelární. K těmto metodám patří sonikace, French 
press, homogenizace a membránová extruze. 
2.4.4.1  Sonikace 
Sonikace je nejrozšířenější metodou pro přípravu SUV. Spočívá v sonikaci multilamelárních 
liposomů pomocí vanového nebo sondového ultrazvuku a vzniku liposomů s malým vnitřním 
objemem. Nevýhodou je, že při ní může dojít k degradaci fosfolipidů. Během sonikace také 
nemusí dojít k rozbití všech multilamelárních vezikulů, a tak mohou koexistovat spolu 
s malými unilamelárními vezikuly, což je nežádoucí. 
 Při sondovém typu sonikace je hrot sondy přímo ponořen do roztoku liposomů. Do roztoku 
je přiváděno velké množství energie, které se hromadí v okolí hrotu sondy, což vede 
k lokálnímu zvýšení teploty a vyžaduje chlazení nádoby, ve které sonikaci probíhá. Při tomto 
konkrétním typu sonikace může také dojít ke kontaminaci titanem z hrotu sondy. 
 Při použití ultrazvukové lázně může být vzorek umístěn ve sterilní nádobě nebo pod inertní 
atmosférou, což je výrazné pozitivum oproti předešlé metodě. Zároveň tato metoda umožňuje 
jednodušší kontrolu teploty [39]. 
2.4.4.2 French press buněčná extruze 
Metoda French pressu zahrnuje extruzi multilamelárních vezikulů přes malý ventil. Vyžaduje 
jemné zacházení s nestabilními látkami a přináší řadu výhod jako je rychlost a snadná 
reprodukovatelnost. Nevýhodou jsou relativně malé pracovní objemy (okolo 50 ml) a problém 
s dosažením požadované teploty a tlaku [39]. 
2.4.4.3 Homogenizace 
Homogenizace spočívá v neustálém prohánění suspenze liposomů přes otvory a jejich srážení 
s nerezovou stěnou homogenizátoru při velice vysokém tlaku. Nutnost použití takto velkého 
provozního tlaku je hlavní nevýhodou této metody [39]. 
2.4.4.4 Membránová extruze 
Membránová extruze je velice často používanou metodou pro redukci lamelarity vezikulů. 
Minimální dosažitelná velikost je ovlivněna zvolenou velikostí pórů membrány, kterou je 
suspenze multilamelárních váčků extrudována. Tato extruze se provádí několikrát opakovaně 
přes póry polykarbonátové membrány [39]. 
2.5 Dynamický rozptyl světla 
Metoda dynamického rozptylu světla (Dynamic Light Scattering – DLS) je neinvazivní 
fyzikálně-analytická metoda, která zkoumá vlastnosti částic v objemu roztoků a je v současné 
době velmi používanou technikou pro měření velikosti částic a charakterizaci distribuce 
velikosti částic v oblasti 0,3 nm až 10 µm. 
 Tato metoda je založena na principu měření intenzity světla rozptýleného molekulami ve 
vzorku v průběhu času. Molekuly v roztoku difundují Brownovým pohybem. Podle toho, jak 
se pohybuje částice vůči detektoru, frekvence rozptýleného záření se buď zvyšuje, 
nebo snižuje a tím vzniká fázový rozdíl mezi rozptýlenými vlnami, které mezi sebou 
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interferují. Platí tedy, že čím rychleji se molekuly pohybují, tím rychleji se mění intenzita 
rozptýleného záření. Rychlost změny intenzity rozptýleného záření přímo závisí na pohybu 
molekuly. Pohyb neboli difúzi molekuly ovlivňují tyto faktory: 
• teplota – čím vyšší teplota, tím větší rychlostí se molekuly pohybují 
• viskozita rozpouštědla – čím viskóznější je rozpouštědlo, tím pomaleji se molekuly 
pohybují 
• velikost částic – čím větší jsou částice, tím menší rychlostí se pohybují. 
 Pokud jsou teplota a rozpouštědlo konstantní, pak je změna intenzity rozptýleného světla 
přímo úměrná velikosti molekuly. Tato veličina se nazývá hydrodynamický poloměr. Pokud 
by se molekuly v roztoku chovaly stacionárně, pak by množství rozptýleného světla bylo 
konstantní. 
 V polydisperzních systémech se pohybují částice více velikostí, a proto je výsledná 
korelační funkce složitější než u systémů monodisperzních. Dolní hranice měřícího rozsahu se 
pohybuje okolo 0,3 nm a maximum okolo 3 µm, protože větší částice již nepodléhají 
Brownovu pohybu[42, 43, 44]. 
 
 
Obrázek 2: Princip detekce rozptylu světla [44] 
2.5.1 Měření dynamického rozptylu světla 
Měření velikosti částic bylo prováděno pomocí přístroje řady Zetasizer Nano. Tyto přístroje 
fungují na principu dynamického rozptylu světla. V případě měření naprosto nehybných 
částic v roztoku je zobrazování řízeno interferenčním jevem a dle fázových posunů vln 
se poté zobrazují jasné či tmavé oblasti. Pokud světlo dorazí na detektor ve stejné fázi, vytvoří 
se jasná oblast světla. Tmavé oblasti by se vyskytovaly tam, kde by byly fázové příspěvky 
vzájemně destruktivní a navzájem by se vyrušily. 
 V reálných kapalinách jsou částice neustále v pohybu díky Brownovu pohybu. Tento pohyb 
vzniká díky náhodné srážce částic s molekulami kapaliny. Je známo, že malé částice se v 
kapalině pohybují rychle, a velké částice se pohybují pomalu. Tento pohyb probíhá neustále, 
takže jestliže vezmeme dva „obrázky“ vzorku oddělené krátkým časovým intervalem, 
řekněme 100µs, můžeme vidět, o kolik se částice přesunula, a tudíž vypočítat jak veliká je. 
Jestliže došlo k minimálnímu pohybu a polohy částic jsou velmi podobné, pak budou částice 
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ve vzorku velké; podobně, jestliže došlo k velkému pohybu a polohy částic jsou zcela 
rozdílné, pak částice ve vzorku jsou malé. 
 Přístroj tedy nejprve změří fluktuaci intenzity rozptýleného světla z Brownova pohybu, určí 
statistickou analýzou (korelační analýzou) difúzní koeficient D ze středního posuvu částice, a 
potom přes Einstein–Stokesovu rovnici při znalosti teploty měření T a viskozity disperzního 
prostředí η0 vypočítavá velikost částic (hydrodynamický poloměr hypotetické kulovité 
částice) dH. 
 
D
Tkd BH
06piη
=
, 
(2) 
 
kde kB je Boltzmannova konstanta (kB = 1,380 648 8·10-23 J·K-1) [44, 45]. 
 
 
Obrázek 3: Schéma přístroje Zetasizer Nano ZS, obsahuje šest hlavních komponent - laser 
(1), celu (2), detektor (3), zeslabovač (4), korelátor (5) a počítač (6) [46] 
 Laser se používá jako zdroj světla pro ozáření vzorku uvnitř cely. Většina paprsku světla 
projde vzorkem nezměněna, jen malá část je rozptýlena částicemi uvnitř vzorku. Částice 
rozptylují světlo ve všech směrech, proto je teoreticky možné umístit detektor do jakékoli 
polohy a stále bude měřit intenzitu rozptýleného světla. V přístrojích Zetasizer Nano je 
detektor umístěn buď v úhlu 173° nebo 90°. Aby detektor mohl intenzitu rozptýleného světla 
změřit, musí být v určitém rozsahu hodnot. Příliš mnoho světla způsobí přetížení detektoru. 
Zeslabovač způsobí snížení intenzity laserového paprsku, a tím dojde i ke snížení intenzity 
rozptýleného světla. Toho se využívá u velmi koncentrovaných vzorků nebo při měření 
velkých částic. Zeslabovač může fungovat i obráceně, tedy že propustí více laserového světla, 
pokud je to nutné. Více laserového světla je potřeba při měření velmi malých velikostí částic 
nebo vzorků o nízké koncentraci, tedy vzorků, které rozptylují málo světla. Uvnitř přístroje se 
nachází digitální korelátor, který měří stupeň podobnosti dvou signálů v určité době. Intenzity 
signálů v krátkém časovém úseku jsou si velmi podobné, o chvíli později se podoba snižuje, 
až s časem dosáhne korelace na nulu. Dokonalé korelace (1) dosáhneme v případě identických 
signálů, tedy porovnáním intenzity v určitém čase samu se sebou. Žádná korelace (0) 
znamená, že mezi signály není žádná shoda [44]. 
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Obrázek 4: Korelace v časových úsecích [44] 
 Detekce zpětného rozptylu znamená, že přístroje Zetasizer Nano ZS měří informace 
o rozptýleném záření v blízkosti 180°. Světelný paprsek při měření zpětného rozptylu nemusí 
procházet celým vzorkem, prochází tedy kratší optickou dráhou, a proto je možné měřit 
vzorky o vyšší koncentraci. Při těchto měřeních se také eliminuje výskyt mnohonásobného 
rozptylu světla, tudíž rozptýlené světlo na jedné částici není rozptylováno i na dalších 
částicích. Díky snížení výskytu mnohonásobného rozptylu můžeme měřit koncentrovanější 
vzorky a je možné snížit efekt prachu neboli kontaminujících látek v dispergovadle. Částečky 
prachu jsou oproti částicím ve vzorku mnohem větší a velké částice rozptylují světlo ve směru 
primárního paprsku. Většího rozsahu koncentrací vzorku se může dosáhnout také použitím 
pohyblivé čočky. Pro vzorky o nízké koncentraci nebo pro vzorky, které obsahují malé 
částice, je výhodnější větší množství rozptylu ve vzorku, měřící bod je více u středu. 
Pro velké částice nebo pro více koncentrované vzorky je naopak výhodnější mít měřící bod 
blíže ke stěně cely, čímž se sníží efekt mnohonásobného rozptylu [43, 44]. 
2.5.2 Měření zeta potenciálu 
 Měření zeta potenciálu se používá pro zjišťování stability disperzního systému. Zeta 
potenciál neboli elektrokinetický potenciál je jedna z hlavních sil, které zprostředkovávají 
mezičásticové interakce. 
 Většina kapalin obsahuje ionty. Když je nabitá částice suspendovaná v kapalině, ionty 
opačných nábojů budou přitahovány k jejímu povrchu. Metoda elektroforetického rozptylu 
světla měří, jak rychle se částice pohybuje v kapalině, když se aplikuje elektrické pole. 
Jakmile známe rychlost částice a aplikované elektrické pole, můžeme s použitím dvou dalších 
známých konstant vzorku – viskozity a dielektrické konstanty - vypočítat potenciál zeta. 
 Ionty blízko u povrchu částice se budou silně vázat, zatímco ionty, které jsou dále, budou 
volné a budou vytvářet to, co se nazývá difuzní vrstva. Uvnitř difuzní vrstvy existuje 
pomyslná hranice, která se nazývá rovina skluzu (Slipping plane). Po aplikaci napětí se ionty 
uvnitř této hranice budou pohybovat s částicí, naopak ionty vně této hranice zůstanou 
nehybné. Mezi povrchem částice a rozptylující kapalinou existuje potenciál, který se mění 
podle vzdálenosti od povrchu částice – tento potenciál na rovině skluzu se nazývá potenciál 
zeta. 
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 Pokud má systém dostatečně kladný anebo dostatečně záporný zeta potenciál je pak 
elektrostaticky stabilní (částice mající dostatečně velký náboj, takže se k sobě nemohou 
přiblížit, aby agregovaly).  
 Takže v případě kdy zeta potenciál bude roven 0, mluvíme o izoelektrickém bodu a nastává 
koagulace. Čím větší je hodnota zeta potenciálu (v absolutní hodnotě), tím více se difúzní 
části odpuzují a tím zabraňují koagulaci. Koagulace započne, když se překročí hodnota prahu 
koagulace (mV). Od překročení prahu až do izoelektrického bodu je oblast tzv. pomalé 
koagulace (±30 mV), po dosažení zeta potenciálu rovného nule, koagulaci nic nebrání, jedná 
se tedy o oblast rychlé koagulace [44, 45]. 
 
Obrázek 5: Zeta potenciál, Sternova vrstva a jejich znázornění [44] 
2.6 Fluorescenční spektroskopie 
Luminiscence je skupinou procesů, při nichž molekuly, které jí podléhají, emitují světlo 
z excitovaných stavů, do kterých se dostaly fyzikálním (adsorpce světla), mechanickým 
(tření) nebo chemickým (bioluminiscence) mechanismem. Fotoluminiscence (excitace 
molekuly ultrafialovým nebo viditelným světlem) se dělí v závislosti na povaze excitovaného 
stavu na fosforescenci a fluorescenci. 
 Fluorescence je vlastnost některých látek, které jsou následně po absorpci záření schopny 
emitovat záření vyvolané přechodem mezi elektronovými stavy o stejné multiplicitě. 
Procesy, ke kterým dochází mezi absorpcí a emisí světla, jsou obvykle znázorněny pomocí 
Jabłońskiho diagramu (Obrázek 6). Diagram znázorňuje základní a dvě excitované singletové 
hladiny (S0, S1 a S2). Každý hladina je rozdělena na několik vibračních a rotačních 
energetických hladin (0, 1, 2, 3, 4 atd). Přechody mezi stavy jsou ilustrovány svislými čarami. 
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Obrázek 6: Znázornění procesů fotoluminiscence pomocí Jabłońskiho diagramu  
 
 Při interakci molekuly s fotonem určité vlnové délky, který má postačující energii 
pro vyvolání přechodu mezi elektronovými stavy je tato molekula vybuzena do svého 
excitovaného stavu. Pokud absorbovaný foton obsahuje více energie než je nezbytné 
pro elektronový přechod, nadbytek energie je obvykle převeden na vibrační a rotační energii. 
 Základním stavem většiny molekul je elektronový singlet. Excitace začíná obvykle 
z nejnižší vibrační hladiny základního stavu, protože malá vnitřní energie většiny molekul 
nedovoluje existenci v jiném stavu. Absorpcí vhodného záření dochází zpravidla k excitaci 
do jedné z vibračních hladin vyššího (S1 nebo S2) singletového energetického stavu. Okamžitě 
po absorpci fotonu molekula přechází na nejnižší vibrační hladinu prvního excitovaného stavu 
vnitřní konverzí (nezářivý přechod mezi dvěma elektronovými stavy stejné spinové 
multiplicity) a vibrační relaxací. Excitovaná molekula existuje v nejnižším excitovaném 
singletovém stavu (S1) několik nanosekund než nakonec přejde do základního stavu (S0). 
Právě tento přechod je doprovázen emisí fotonu a nazývá se fluorescence. 
 Jestliže by se jednalo o přechod mezi dvěma vibračními hladinami stejné energie, patřící 
ale elektronovým stavům různé multiplicity, jednalo by se o tzv. mezisystémový přechod (z 
S1 na T1). Emise z T1 se nazývá fosforescence. Přechod elektronu z T1 na základní singletový 
stav je zakázaný [47]. 
 
 Protože energie vyzářená při fluorescenci je v důsledku neradiačních přechodů menší než 
při absorpci, bude fluorescenční spektrum posunuto k vyšším vlnovým délkám. Fluorescenční 
spektrum zobrazuje rozdělení pravděpodobnosti různých přechodů z nejnižší vibrační hladiny 
S1 stavu do různých vibračních hladin S0 stavu. Emisní spektrum je tak charakteristické pro 
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danou sloučeninu. Emisní spektrum je závislost intenzity fluorescence na vlnové délce při 
konstantní excitační vlnové délce. Spektrum měřené při konstantní vlnové délce emise a 
různé vlnové délce excitace se nazývá excitační spektrum. Emisní a excitační spektra lze 
snímat pomocí spektrofluorimetrů. Zdrojem světla konvenčních typů fluorimetrů bývá 
vysokotlaká xenonová výbojka. Pomocí excitačního monochromátoru je vybrána excitační 
vlnová délka. Fluorescence je snímána zpravidla v pravém úhlu k dopadajícímu záření a 
detekována skrze emisní monochromátor fotonásobičem [47, 48, 49]. 
2.6.1 Fluorescenční korelační spektroskopie (FCS) 
Metoda vznikla v 70. letech 20. století a od té doby byla použita na široké spektrum 
biologických aplikací včetně měření uvnitř živých buněk. 
 Principem je sledování časových fluktuací intenzity fluorescence pocházející z látek 
difundujících přes velmi malý pozorovaný objem (asi 1 fl). Sledují se takto vzorky s řádově 
nanomolární koncentrací fluorescenčně označených molekul, takže se v tomto objemu ideálně 
nachází pouze jedna označená molekula, jejíž čas pohybu v konfokálním objemu sledujeme. 
 Z korelační analýzy časových fluktuací lze získat informace o difúzních koeficientech 
pozorovaných látek, o jejich molekulárním jasu, koncentraci atd. [50]. 
2.6.2 Z-scan FCS 
Naneštěstí měření FCS prováděná s planárními vzorky jsou spojená s několika zdroji 
nepřesností v určování laterálního difúzního koeficientu. Hlavní problém je svázán 
s umístěním rovinného vzorku v konfokálním objemu. Dalším zdrojem nepřesností je nutnost 
primárního zjištění velikosti detekčního objemu. Pro eliminaci těchto nepřesností byla 
vyvinuta metoda Z-scan fluorescenční korelační spektroskopie (Z-scan FCS), 
která nevyžaduje předchozí kalibrace a je založená na zjištění difúzního času a počtu částic 
postupným měřením podél optické osy z. Z-scan FCS proto může být využito při difúzních 
měřeních planárních systémů a membránových modelů (jako SLB a GUV) a v biologických 
membránách [29]. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Použité chemikálie 
Lecitin, l-α-Phosphatidylcholine (Egg, Chicken), CAS: 97281-44-2, Avanti Polar Lipids 
(USA), >99%, šarže: EPC-599 
 
 
POPG, 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-rac-(1-glycerol)] (Sodium Salt), CAS: 
268550-95-4, Avanti Polar Lipids (USA), >99%, šarže: 160-181PG-131 
 
 
Cholesterol, cholest-5-en-3ß-ol (ovine wool), CAS: 57-88-5, Avanti Polar Lipids (USA), 
>98%, šarže: CH-94  
 
 
Nilská červeň, CAS 7385-67-3, Sigma-Aldrich (SRN), ≥98%, BioReagent, suitable for 
fluorescence, šarže: BCBM0136B 
 
Chloroform, CHCl3, CAS: 67-66-3, Sigma-Aldrich (SRN), ≥99,8%, šarže: 03096CK 
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Hydrogenfosforečnan didraselný, K2HPO4, Lach-Ner (ČR), min. 99,0%, šarže: 22-24/25  
Dihydrogenfosforečnan draselný, KH2PO4, Lach-Ner (ČR), čistota p.a., šarže: PP/2009/00261 
Chlorid sodný, NaCl, CAS: 7647-14-5, Lach-Ner (ČR), čistota p.a., šarže: PP/2014/05569 
3.2 Přístroje a pomůcky 
Analytické váhy – Denver Instruments 
Vanový ultrazvuk – DT 31 H, Sonorex Digitec, Bandelin Electronic (SRN) 
Ultrazvukový homogenizátor/dispergátor – Sonopuls, Bandelin Electronic (SRN) 
Filtrační nástavec na injekční stříkačky, PET membrána, 200 nm póry,  
Vortex – MS2 Minishaker, IKA (SRN) 
ZetaSizer Nano ZS – Malvern (UK) 
Microtime 200, PicoQuant GmbH (SRN) 
3.3 Metody 
3.3.1 Příprava zásobních roztoků lipidů a pufru 
Byly vytvořeny zásobní roztoky lecitinu, POPG a cholesterolu v chloroformu o koncentraci 
25g/l. Tyto roztoky byly skladovány v mrazicím boxu při teplotě – 20°C. 
Byl vytvořen zásobní roztok fosfátového pufru o koncentraci 10 mM rozpuštěním příslušných 
množství chloridu sodného, hydrogenfosforečnanu draselného a dihydrogenfosforečnanu 
draselného v destilované vodě. 
3.3.2 Příprava liposomů pro měření DLS 
Liposomy byly připraveny metodou rehydratace tenké vrstvy. Ze zásobních roztoků lecitinu, 
POPG a cholesterolu bylo odebíráno požadované množství dané složky (viz Tabulka 1 pro 
koncentraci 0,5 g/l) do vialky, z které se nechal chloroform v digestoři odpařit a na níž tímto 
vznikl tenký film. Tento film byl následně rehydratován 5 ml fosfátového pufru a film byl ze 
stěny vialky uvolněn pomocí vortexu. Tímto vznikl zakalený roztok obsahující multilamelární 
liposomy, které byly přes noc ultrazvukovány ve vanovém ultrazvuku při 45°C (popřípadě 
okamžitě sondovým ultrazvukem) do vyčeření. Tímto se multilamelární liposomy rozbily na 
menší unilamelární. Pro odstranění nečistot z prostředí byly všechny vzorky ještě 
přefiltrovány přes 200 nm filtr. 
 Pro tuto metodiku přípravy liposomů z tenké vrstvy jsme se rozhodli po pokusech 
při rehydrataci uvolnit liposomy jak vortexováním a následnou ultrazvukací, 
tak přirozenějším způsobem roztřepání v přibližně 24 hodinovém intervalu na třepačce (k 
tomuto postupu byly použity roztoky o koncentraci 0,1 g/l a 0,05 g/l), kdy vznikala velká 
frakce okem viditelných fragmentů lipidového filmu. 
 Následující den byla proměřena velikost a stabilita vzniklých liposomů pomocí DLS. 
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Tabulka 1: Množství jednotlivých složek potřebných pro přípravu liposomů o koncentraci 0,5 
g/l 
Vzorek Lecitin POPG Cholesterol pufr  Lecitin POPG Cholesterol Pufr 
Lecitin 100 µl − − 5 ml  88 µl − 12 µl 5 ml 
POPG − 100 µl − 5 ml  − 88 µl 12 µl 5 ml 
1:9 90 µl 10 µl − 5 ml  79,2 µl 8,8 µl 12 µl 5 ml 
2:8 80 µl 20 µl − 5 ml  70,4 µl 17,6 µl 12 µl 5 ml 
3:7 70 µl 30 µl − 5 ml  61,6 µl 26,4 µl 12 µl 5 ml 
4:6 60 µl 40 µl − 5 ml  52,8 µl 35,2 µl 12 µl 5 ml 
1:1 50 µl 50 µl − 5 ml  44 µl 44 µl 12 µl 5 ml 
3.3.3 Příprava liposomů pro fluorescenční měření 
Do vialek bylo pipetováno takové množství Nilské červeně v acetonu, aby výsledná 
koncentrace ve vzorku byla 1·10–9 mol/l a aceton byl ze vzorku odpařen. Na odparek sondy 
bylo napipetováno příslušné množství komponent pro tvorbu liposomů v chloroformu (viz 
Tabulka), tak aby jejich výslená koncentrace v roztoku byla 500 mg/l. Rozpouštědlo se opět 
nechalo odpařit a vytvořený tenký film se rehydratoval fosfátovým pufrem. Ze stěny vialky 
byl film uvolněn pomocí vortexu. Vzniklý zakalený roztok byl hodinu ultrazvukován 
ve vanovém ultrazvuku při 45°C. 
3.3.4 Stanovení velikosti a stability částic 
Vzorky, připravené pro měření velikosti částic a ζ-potenciálu pomocí dynamického rozptylu 
světla, byly proměřeny na přístroji ZetaSizerNano ZS společnosti Malvern Instruments 
v konfiguraci: 
Rozpouštědlo voda (index lomu 1,33) 
Index lomu materiálu 1,48 
Teplota 25°C (cela temperována 120 s) 
Režim měření 173° backscatter 
  
 S každým vzorkem, u něhož byla měřena velikost částic, bylo provedeno patnáct měření po 
třech opakováních. Vzorky pro určení ζ-potenciálu byly proměřeny pětkrát se sto 
opakováními. 
3.3.5 Ověření tvorby membrány pomocí Z-scan FCS 
Připravený roztok liposomů s fluorescenční sondou byl přenesen na Petriho misku a na 
hladinu bylo hydrofilizovanou stranou dolů umístěno krycí sklíčko tak, aby na ní splývalo. 
Pro vytvoření dvouvrstvy bylo takto umístěné sklíčko ponecháno 60 minut na tmavém místě 
při laboratorní teplotě. Přebytečné liposomy byly po sorpci ze sklíčka opláchnuty roztokem 
pufru. Sklíčko bylo upevněno do držáku a zalito pufrem, aby nedocházelo k vysychání. 
 Fluorescenční korelační spektroskopie byla měřena na přístroji MicroTime 200 firmy 
PicoQuant s konfokálním mikroskopem Olympus IX71. Byl použit superapochromatický 
objektiv s vodní imerzí UplanSApo, 60násobným zvětšením a numerickou aperturou 1,2 – 
který byl připevněn ke skeneru s piezoelektrickým posuvem. 
30 
 
 Jako sonda byla použita Nilská červeň a pro ni byl zvolen laser 507 nm s frekvencí 40MHz 
a intenzitou 120 a.u.; dichroické zrcadlo 514/640; a pro vyloučení peaku Ramanova rozptylu 
ve vodě byl použit emisní filtr 690/70. 
 Byla provedena FCS měření v různých polohách osy z. Pomocí zobrazování dob života 
(funkce FLIM) byla zjištěna přibližná hodnota výskytu dvouvrstvy na ose z. Protože byla tato 
hodnota pouze orientační, bylo měření Z-scanu nastaveno v oblasti 1µm nad a pod 
odhadovanou polohou s krokem 0,22 µm. Měření na každé úrovni z, bylo prováděno po dobu 
60 sekund. Takto byl proměřen celý konfokální objem a bylo hledáno umístění dvouvrstvy 
odpovídající nejužšímu místu konfokálního objemu (tzv. beam waist). Právě toto eliminuje 
nepřesnosti výpočtu difúzního koeficientu způsobené nepřesným umístěním vzorku 
v konfokálním objemu. Z nejmenší plochy je detekováno nejmenší množství molekul 
přispívajících do detekovaného signálu, takže vzrůstá hodnota autokorelací funkce v bodě 
nula (G0). 
 Kvůli možným nehomogenitám membrány bylo celé měření Z-scan v rámci jedné 
dvouvrstvy opakováno na pěti různých místech. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Měření zeta potenciálu 
Elektrostatická stabilita byla měřena jako hodnota zeta potenciálu na přístroji Zetasizer Nano 
ZS. Čím větší je hodnota zeta potenciálu (v absolutní hodnotě), tím více se difúzní části 
odpuzují a tím zabraňují koagulaci. Koagulace započne, když se překročí hodnota prahu 
koagulace (±30 mV). 
 Lecitin, pravděpodobně proto, že je amfifilní molekulou měl hodnotu zeta potenciálu velice 
nízkou (6-7 mV viz Tabulka 2). Při ponechání vzorku při laboratorní teplotě bylo při kontrole 
po dvou dnech možno pozorovat agregáty, které se ovšem daly opět roztřepat do vzorku. 
POPG, což je záporně nabitý fosfolipid měl hodnotu zeta potenciálu podstatně vyšší (50-
60 mV viz Tabulka 2). Přídavek 12 % cholesterolu stabilitu těchto liposomů prakticky 
neovlivnil, ovšem po přidání 20 % cholesterolu se rapidně snížila hodnota  
ζ-potenciálu POPG liposomů až pod hranici stability. 
 Hodnoty ζ-potenciálu žádné ze směsí lecitinu a POPG výrazně nepřekračují hranici 
stability. Většina je jich vcelku lineárních a při koncentraci 0,1 g/l se dokonce žádný poměr 
nejeví stabilní.  
 Liposomy tvořené různými poměry lecitinu a POPG vykazují trend vzrůstající stability 
s vyšším obsahem POPG. Hodnota prahu koagulace byla u vzorků bez přídavku cholesterolu 
překročena s poměrem lecitin:POPG 4:6 a 1:1. Vzorky s 12% přídavkem cholesterolu byly 
kromě vzorku s nejvyšším obsahem POPG na hranici stability, ale všechny se jevily stabilní 
s mírným nárůstem u poměrů lecitin:POPG 3:7 a 1:1. Ze vzorků s 20 % cholesterolu se nad 
stabilní hranici dostaly pouze poměry 3:7 a 1:1. 
 
Z Grafu 2 opětovného přeměření ζ-potenciálu měsíc po vytvoření liposomů, můžeme u tří 
poměrů (1:9 s 12 % cholesterolu, 2:8 s 12 % cholesterolu a 4:6 bez cholesterolu) pozorovat 
pokles hodnoty ζ–potenciálu pod hodnotu ±30, což odpovídá agregaci těchto vzorků. V jejich 
roztoku však agregáty nebyly okem pozorovatelné, i když střední hodnota jejich velikosti 
vzrostla.  
 
Tabulka 2: Hodnoty ζ-potenciálu a polydisperzního indexu 
 bez cholesterolu s 12% přídavkem cholesterolu 
 ζ-potenciál [mV] PdI ζ-potenciál [mV] PdI 
Lecitin -5,73 0,243 -7,65 0,296 
POPG -62,1 0,437 -52,02 0,257 
1:9 -13,5 0,257 -31,44 0,377 
2:8 -21,08 0,283 -30,68 0,276 
3:7 -25,8 0,313 -34,74 0,244 
4:6 -34,92 0,382 -31,98 0,159 
1:1 -38,82 0,276 -41,34 0,294 
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Graf 1:Hodnota ζ-potenciálu pro různé poměry a koncentrace lipidů 
 
 
 
Graf 2: Hodnota ζ-potenciálu pro různé koncentrace a poměry lipidů a jejich časová stabilita 
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4.2 Měření velikosti částic 
Velikost připravených liposomů byla proměřena pomocí DLS na přístroji Zetasizer Nano ZS. 
Základním výstupem z DLS měření je intenzitní distribuce částic. 
 Přístroj po měření sám koreluje data a kumulativní analýzou vypočítá průměrnou velikost 
částic (Z-Average) a polydisperzní index (PdI), v intenzitní distribuci jsou daleko více patrné 
velké částice, jelikož mají větší poloměr, a tak rozptylují mnohem více světla než částice 
menší. Může tak docházet ke špatné interpretaci výsledků, jelikož přítomnost těchto větších 
částic může částečně zakrýt rozptyl částic menších. Někdy proto představuje lepší informaci o 
velikostním rozložení částic ve vzorku objemová distribuce částic. V ní je již zmíněné zakrytí 
rozptylu menších částic potlačeno a má pro nás tedy větší vypovídací hodnotu. V Tabulkách 3 
a 4 je proto uvedeno jak Z-Average, tak jednotlivé peaky intenzitní i objemové analýzy. Také 
je přiložen ukázkový graf, na kterém lze pozorovat rozdíl mezi procentuálním zastoupením 
částic určité velikosti v intenzitní a objemové distribuci: 
 
 
Graf 3: Ukázkový graf rozdílu objemové a intenzitní distribuce velikosti částic měřené pomocí 
DLS na vzorku s poměrem lecitinu:POPG 1:9 v koncentraci 0,05 g/l 
 
 Při pozorování intenzitní závislosti se nám jeví rozložení hmoty ve vzorku jako velká 
frakce liposomů o velikosti okolo 250 nm, malá frakce liposomů o velikosti okolo 50 nm a 
nepatrná frakce liposomů o velikosti okolo 25 nm, avšak při pozorování objemové křivky 
vidíme dvě frakce o velikostech přibližně 45 a 250 nm. Z hodnot pěti měření, každém o třech 
opakováních vyhodnocených softwarem přístroje ZetasizerNano ZS byla vypočítána 
průměrná hodnota Z-Average na 243,76 nm. 
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Tabulka 3: Tabulka hodnot získaných měřením DLS pro vzorky bez přídavku cholesterolu 
udávající maxima jejich peaků a jejich procentuální zastoupení 
 Z-Average [nm] 
Intenzitní [nm] Objemové [nm] 
peak1 [%] peak2 [%] peak1 [%] peak2 [%] 
Lecitin 102,17 138,77 98,47 26,31 1,53 50,64 90,65 109,7 9,35 
POPG 98,36 141,55 96,43 22,58 2,38 3610 86,51 95,05 13,34 
1:9 142,9 184,76 98,04 0 0 105,35 84,01 221,55 14,93 
2:8 157,12 256,32 93,14 83,56 5,82 125,05 76,73 357,17 22,73 
3:7 167,46 253,6 96,6 41,59 1,4 92,46 64,98 416,18 34,014 
4:6 165,96 296,72 99,7 30,78 0,2 44,1 41,07 204,92 44,68 
1:1 142,26 211,34 98,92 0 0 203,46 84,1 294,93 16,19 
 
Tabulka 4: Tabulka hodnot získaných měřením DLS pro vzorky s 12% přídavkem cholesterolu 
udávající maxima jejich peaků a jejich procentuální zastoupení 
 Z-Average [nm] 
Intenzitní [nm] Objemové [nm] 
peak1 [%] peak2 [%] peak1 [%] peak2 [%] 
Lecitin 105,7 152,99 96,93 29,27 2,02 50,79 90,31 176,99 9,5 
POPG 92,65 126,66 98,77 16,97 0,48 45,96 89,03 71,08 10,83 
1:9 61,19 75,58 75,74 231,55 21,05 33,85 98,93 463,56 0,93 
2:8 80,93 123,3 93,45 39,7 5,47 42,8 92,94 54,85 6,95 
3:7 52,16 70,5 98,71 0 0 30,68 95,26 32,75 4,68 
4:6 97,96 115,95 99,23 26,92 0,25 75,05 91,22 92,63 8,63 
1:1 69,67 103,9 90,88 83,75 7,67 39,83 99,77 442,1 0,12 
 
 V první fázi byly vytvořeny a charakterizovány jednosložkové liposomy pouze s lecitinem 
nebo POPG a následně dvousložkové liposomy tvořené jejich různými poměry  
(viz Tabulka 1). Na to bylo navázáno přidáním 12 % nebo 20 % cholesterolu do směsí. 
 Z Tabulek 3 a 4 je patrné, že s přídavkem cholesterolu se nijak nezměnila velikost 
samotných lecitinových ani POPG liposomů. U vzorků tvořených různými poměry lecitinu a 
POPG lze v Grafu 4 sledovat téměř lineární průběh až na mírný pokles u vzorků obsahujících 
stejné množství obou složek. 
 Liposomy s 20 % obsahem cholesterolu jsou svojí velikostí velmi vhodné k tvorbě 
modelové membrány (jsou upřednostňovány SUV) ani jeden poměr však nevykazoval 
elektrostatickou stabilitu. 
 Vzorky o koncentracích 0,1 a 0,05 g/l měřené po protřepání na třepačce bez následného 
vortexování a sonikace naopak obsahují příliš velké liposomy. 
 U vzorků tvořených různými poměry lecitinu a POPG s 12% přídavkem cholesterolu lze 
v Grafu 4 pozorovat odchylku (pokles velikosti) u poměru lecitin:POPG 3:7. Tento konkrétní 
poměr navíc vykazuje dobrou elektrochemickou stabilitu a jeví se tedy jako nejvhodnější 
poměr pro přípravu zásobního roztoku pro ověření tvorby modelové dvouvrstvy vezikulární 
fúzí. 
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 Graf 5 porovnává hodnoty Z-Average dlouhodobé stability měřené po měsíci. Velký nárůst 
velikosti liposomů s poměrem lecitinu:POPG 4:6 a 1:1 s 12 % obsahem cholesterolu 
naznačuje jejich agregaci. 
 
 Také můžeme pozorovat značnou tvarovou flexibilitu systémů vytvořených pouze na bázi 
fosfolipidů bez přídavku cholesterolu, jelikož velikost některých částic i po přefiltrování přes 
200 nm filtr byla větší než jeho póry. Naopak u systémů obsahujících cholesterol ani jedna 
hodnota velikosti částic nepřesáhla velikost danou póry filtru. 
 
 
 
Graf 4: Hodnoty velikosti liposomů pro různé koncentrace a kompozice lipidů 
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Graf 5: Hodnoty velikosti liposomů pro různé koncentrace a kompozice lipidů a jejich změny 
s časem 
 
4.3 Polydisperzita 
Polydisperzní index (PdI) je bezrozměrné číslo udávající šířku rozmezí, ve kterém se 
pohybuje velikost částic vypočítané jednoduchou kumulativní analýzou dvou parametrů 
(druhá mocnina poměru šířky peaku a průměrné velikosti). Stejnou kumulativní analýzou jsou 
vypočítána intenzitní data udávající průměrnou velikost částic. Vyskytuje se v rozmezí 0-1, 
kdy 0 odpovídá monodisperznímu systému. Pro naše vzorky je přiměřená hranice mezi 
0,1 a 0,4. Všechny vzorky se do této hranice vešly.  
 Obecně se vzorky s většími středními hodnotami velikostí částic zdály být polydisperznější. 
 
4.4 Ověření tvorby dvouvrstvy 
Vybraná směs liposomů s poměrem lecitinu:POPG 3:7, obsahem cholesterolu 12% a Nilskou 
červení jako fluorescenční sondou byla nasorbována na hydrolyzované krycí sklíčko a 
vytvořená dvouvrstva byla charakterizována pomocí fluorescenční korelační spektroskopie. 
 V Grafu 6 můžeme vidět vynesené FCS křivky dvouvrstvy s Nilskou červení. 
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Graf 6: Z-scan ukázkové dvouvrstvy vytvořené na sklíčku s Nilskou červení jako fluorescenční 
sondou. Sken 7 odpovídá poloze v tzv. beam waistu 
 
 Modrou barvou vykreslené skeny 1-6 v Grafu 6Graf, jsou ty, jež naznačují postupný posun 
vrstvy směrem k tzv. beam waist. Při sedmém skenu byla naměřena křivka s nejvyšším G0 
(zde znázorněna zeleně) a od ní dochází postupně opět ke snižování G0 (skeny 8-10 
vykreslené červeně). Z průběhu měření - kdy se hodnota G0 zvyšovala (až do okamžiku 
umístění vrstvy v nejužším místě konfokálního objemu) a následně opět snižovala, je možné 
usoudit, že vrstva byla na krycím sklíčku vytvořena. 
 Jednotlivé FCS křivky byly proloženy modelem Triplet Extended 2D a byly získány 
hodnoty difúzního času τD a počtu molekul N (získané z Rovnic 3 a 4). Ty byly posléze 
vyneseny v závislosti na ∆z do grafů a proloženy parabolami. 
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 Tato operace byla provedena v programu Gnuplot, který spolu s hledanými parametry 
vypočítá také jejich nejistotu. Každá hodnota difuzního času byla stanovena s určitou chybou 
(podle míry shody s modelem Triplet Extended 2D), a proto musela být tato chyba 
zohledněna i v celkové nejistotě výsledku, společně se směrodatnou odchylkou průměru 
změření pěti hodnot. 
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Graf 1: Vyhodnocení měření Z-scan v ukázkové dvouvrstvě vytvořené na sklíčku s Nilskou 
červení jako fluorescenční sondou. Difuzní čas molekuly konfokálním objemem (modře) a 
jeho proložení matematickým modelem (černě). Počet molekul v konfokálním objemu 
(červeně) a jeho proložení matematickým modelem (černě) 
 
 Po proložení obou závislostí matematickými modely byla získána hodnota difúzního 
koeficientu 7,47±0,86 µm2/s a počet molekul v beam waist 1,68±0,06. Získaná hodnota pro 
počet molekul v konfokálním objemu v místě beam waist (N0) byla dále použita pro analýzu 
dat pomocí grafu Humpolíčkové: 
 
 
Graf 2: Vynesení dat vzorové dvouvrstvy s Nilskou červení do grafu Humpolíčkové 
 
Hodnota průsečíku 1,07±0,30 je stanovena s vysokou chybou, jeho hodnota je ovšem blízká 
nule, takže se pravděpodobně nejedná o bráněnou difúzi. 
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 Homogenita vrstvy může být sledována pomocí 3D grafu (Obrázek 7) sestrojeného z dat 
plošného xy skenu, který byl snímán v úrovni osy z, kde byla detekována významná intenzita 
fluorescence. Skenování bylo zajištěno automatickým skenerem, kterému byl nastaven krok 
200 nm. V jednom bodě byla intenzita fluorescence snímána 1,2 ms. Výsledkem bylo zjištění, 
že distribuce sondy v rámci vrstvy je homogenní a tudíž se dá předpokládat i homogenita 
vrstvy. 
 
 
 
 
Obrázek 7: 3D zobrazení fosfolipidové dvouvrstvy s Nilskou červení jako sondou. 
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5 ZÁVĚR 
Předložená bakalářská práce se zabývá návrhem, tvorbou a charakterizací liposomů sloužících 
jako prekurzory pro tvorbu modelových buněčných membrán na pevném podkladu. V první 
fázi byla zvolena vhodná metoda přípravy liposomů a byly charakterizovány jednotlivé 
komponenty. Liposomy byly připravovány rehydratací tenké vrstvy ve fosfátovém pufru a 
byla proměřena jejich velikost a stabilita (ζ-potenciál) metodou dynamického rozptylu světla. 
Poté byly navrhnuty poměry jednotlivých komponent, aby mohla býti vybrána kompozice 
s největším předpokladem úspěšné tvorby SLB. Pro tu je třeba malých unilamelárních 
liposomů, které nebudou agregovat. 
 Liposomy byly charakterizovány jak ve fázi uvolnění tenké vrstvy ze stěny nádoby 
dlouhodobým třepáním, tak i po jejich uvolnění vortexováním a homogenizaci pomocí 
ultrazvuku. Z velikosti liposomů vytvořených třepáním je možno usuzovat, že se touto 
metodou tvoří pouze velké unilamelární liposomy, které nejsou vhodné pro aplikaci na tvorbu 
SLB. Vortexováním a následným ultrazvuováním bylo možno vytvořit malé unilamelární 
liposomy. 
 Liposomy pouze na bázi lecitinu a POPG prokázaly značnou tvarovou variabilitu a jejich 
velikost se nepodařilo upravit ani filtrací přes 200 nm póry. Liposomy na bázi lecitinu, POPG 
a cholesterolu už se chovaly rigidněji, velký obsah cholesterolu však způsoboval 
elektrostatickou nestabilitu. 
 Za nejvhodnější liposomovou kompozici byl vybrán poměr lecitinu a POPG 3:7 s obsahem 
cholesterolu 12 %. Tento poměr vykazoval nejlepší poměr velikosti a stability vytvořených 
liposomů. Liposomy na této bázi měly střední velikost zhruba 50 nm a hodnotu ζ-potenciálu 
okolo −35 mV. Roztok těchto liposomů byl sorbován na hydrofilizované krycí sklíčko 
s Nilskou červení jako fluorescenční sondou a vznik dvouvrstvy byl ověřen pomocí Z-scan 
FCS, což je metoda vyvinutá přímo pro charakterizaci planárních vzorků. Byla získána 
hodnota difúzního koeficientu 7,47±0,86 µm2/s a počtu molekul v nejužším místě 
konfokálního objemu 1,68±0,06. Pozdější hodnota byla použita pro analýzu dat pomocí grafu 
Humpolíčkové, z něhož bylo usouzeno, že v dvouvrstvě pravděpodobně neprobíhá bráněná 
difúze. Homogenita vrstvy byla zobrazena pomocí 3D grafu z FCS měření. Výsledným 
zjištěním byla homogenita distribuce sondy v rámci vrstvy z ní vyplývající předpoklad 
homogenity vrstvy. 
 Další postup by zahrnoval podrobnější charakterizaci takto připraveného modelu buněčné 
membrány pro jeho další uplatnění a zkoumání. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
ATP adenozintrifosfát 
CAC kritická agregační koncentrace 
CMC kritická micelární koncentrace 
DLS Dynamický rozptyl světla (Dynamic Light Scattering) 
EIV vstřikováním etheru nebo ethanolu 
FCS Fluorescenční korelační spektroskopie 
FLIM Zobrazování doby života (Fluorescence-lifetime imaging microscopy) 
FPV French press 
FRAP Obnovení fluorescence po fotovybělování 
(Fluorescence recovery after photobleaching) 
FRET Fluorescenční rezonanční přenos energie (Fluorescence resonance energy transfer) 
GUV obrovské unilamelární vezikuly 
IR Odrazová interference (Reflection interference) 
LUV velké unilamelární vezikuly 
MLV multilamelární vezikuly 
PZC bod nulového náboje 
REV odpařování reverzní fáze 
SLB lipidové dvouvrstvy tvořené na pevném podkladu (supported lipid bilayars) 
TIRF Fluorescenční mikroskopie s absolutním vnitřním odrazem 
(Total internal reflection fluorescence microscopy) 
TLE odpařování na tenké vrstvě 
 
